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Bescheinigung 



Die Graffinity Pharmaceutical Design GmbH in Jena/Deutschland hat eine Pa- 
tentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Einrichtung fur eine nahezu gleichzeitige Synthese einer Vielzahl 
von Proben" 

am 23. Juni 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
B 01 J, G 01 N und C 07 B der International Patentklassifikation erhalten. 
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Einrichtung fur eine nahezu gleichzeitige Synthese einer Vielzahl von 
Proben 

Beschreibung 

Die Erfindung betriflt eine Einrichtung fur eine nahezu gleichzeitige 
Synthese einer Vielzahl von Proben, welche insbesondere im 
automatisierten Laborbetrieb im Bereich der kombinatorischen Chemie 
zum Einsatz gelangt. 



Probenpartikel ("Perlen", "Beads") werden seit Jahrzehnten fur die 
Separation und Synthese im labortechnischen Bereich eingesetzt. 
Meistens handelt es sich dabei urn Glas- oder Polymerkugelchen, welche 
Durchmesser von 0.01 mm bis 1 mm, typischerweise urn die 0.1 mm, 
is besitzen und trocken oder vorgequollen als loses Schuttgut in einen 
Behalter gefullt und dann mit Flussigkeit umspult werden, wobei 
zwischen der Festphasenoberflache der Partikel und der sie umgebenden 
Flussigkeit ein Adsorptions- oder ReaktionsprozeB ablauft. Verfahren der 
Saulenchromatographie (z.B. Gelfiltration), der Saulenextraktion, der 
20 Immundiagnostik, der Biomolekulreinigung (z.B. DNA-Reinigung) s'owie 
der homogenen und heterogenen Synthese (von Oligonukleotiden, 
Peptiden oder kombinatorischen Substanzbibliotheken) nutzen diese 
Technik aus. 



Neben der Automatisierung und Miniaturisierung von Labortechniken ist 
deren Parallelisierung von groBem Interesse, urn einen hoheren 
Probendurchsatz zu erzielen und damit langwierige Verfahren zu 
beschleunigen. Zu diesem Zweck werden Proben oft in einem Raster 
angeordnet, so daB die Identitat (Herkunft, Beschaffenheit) der Probe mit 
einer Hachenkoordinate verknupft werden kann. Diese Koordinaten sind 
besonders fur automatisierte Systeme zur Probenbearbeitung leicht zu 
erfassen. Fiir fliissige Proben sind daher sogenannte Mikrotiterplatten 
entwickelt worden, welche Kavitaten in rechtwinkligen Anordnungen von 
8x12 (96 Proben), 16x24 (384) oder 32x48 (1536) tragen. Die 
Abmessungen der Kavitaten dieser Probentrager richten sich dabei nach 
den mit handelsubhchen Geraten (Pipetten) verlaBUch dosierbaren 



Volumina und unterliegen mit dem Fortschreiten der Dosiertechnologie 
einer kontinuierlichen Miniaturisierung, was durch die beliebige 
Aliquotierbarkeit (Aufteilung einer Mutterprobe in verschiedene 
Tochterproben) von Flussigkeiten vereinfacht wird. 

Im Rahmen der Arbeiten zur Miniaturisierung von Laborverfahren wird 
nach Moglichkeiten gesucht, Probenpartikel, analog zur Anordnung von 
fliissigen Proben, in einem zweidimensionalen Raster zu verteilen. Da die 
Miniaturisierung der Flussigkeitsdosierung bereits weit fortgeschritten ist, 
wird somit der einzelne Partikel zur kleinsten Einheit. Weiterhin besteht 
die Anforderung, die hohen Stiickzahlen, welche bei der Arbeit mit 
Partikeln ublich sind, zu bewaltigen. lg Polymerharz enthalt ca 
1 Million Partikel. 

In der Patentanmeldung DE 198 19 302.5 wurde bereits eine Tragerplatte 
fur die geordnete Aufhahme einer Vielzahl von Probenpartikeln 
beschrieben. Dabei sind genannte Perlen einzeln in eine Vielzahl 
separierter und geordnet angebrachter Kavitiaten verbracht. Die Tiefe der 
Kavitaten so gestaltet, daB die Perlen vorzugsweise zu 50 - 80 % ihrer 
Hohe in den Kavitaten aufgenommen werden und sie zum Rest ihrer 
Hdhe uberragen. 

Die Miniaturisierung genannter Tragerplatten geht einher mit der 
Mimaturisierung der entsprechenden Befiilltechnologien und stoBt bei 
herkommlichen automatisierten Pipettiervorrichtungen an geometrische 
Oder zeitliche Grenzen, da jeder einzelne Probenpartikel mit Fliissigkeit 
zu versorgen ist. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Einrichtung fur die 
nahezu gleichzeitige Synthese einer Vielzahl von Proben, die gebunden 
an Mikroperlen, welche in Kavitaten einer Tragerplatte vorliegen, 
anzugeben. 

Die Aufgabe wird durch die Merkmale des ersten Patentanspruchs gelost. 
Vorteilhafte Ausgestaltungen sind von den nachgeordneten Anspriichen 
erfaBt. 



Die Erfindung soil nachstehend anhand schematischer Ausfuhrungs- 
beispiele naher erlautert werden. Es zeigen: 

Fig. 1 den grundsatzlichen Aufbau einer erfindungsgemafien 

Einrichtung in perspektivischer Ansicht, sowie einer 

vergroBerten Detaildarstellung, 
Fig. 2a eine seitliche Ansicht einer Einrichtung nach Fig. 1, 
Fig. 2b eine Draufsicht auf eine Einrichtung nach Fig. 1, 
Fig. 3 eine Draufsicht auf eine Einrichtung nach Fig. 1 mit der Lage 

einer erfindungsgemaBen Abdeckung in zwei 

Syntheseschritten und 
Fig. 4 eine Ausbildungsmdglichkeit einer Abdeckung mit mehreren 

Funktionsabschnitten in Draufsicht. 

Ohne die Erfindung darauf zu beschranken, wird in Figur 1 von einer 
Tragerplatte 1 ausgegangen, bei der jeweils in einzelnen Kavitaten 1 1 
Mikroperlen 12 derart vorgesehen sind, daB diese die Kavitat uberragen. 
Bei Verwendung von Mikroperlen mit einem Durchmesser von 100 um 
ragen diese im einsortierten Zustand zwischen 20 bis 50 um aus der 
Oberflache der Tragerplatte 1 heraus. Im Beispiel gehoren jeweils 9 
solcher Mikroperlen zu einem Probenaumahmebereich, wobei alle 
Probenaumahmebereiche zueinander in Zeilen und Spalten ausgerichtet 
sind (vgl. Fig. 3). Oberhalb der perlengefullten Tragerplatte 1 ist eine 
abnehmbare Abdeckung 2 vorgesehen, die als wesenthchste Elemente 
Stege 21 tragt, welche in ihrer Stegbreite und -lange so ausgebildet sind, 
daB sie bei Auflage auf die Tragerplatte 1 alle Probenaufhahmebereiche 
einer Zeile oder Spalte erfassen. Dabei ist, durch das in definierter Weise 
vorgebbare Uberragen der Mikroperlen 12, ein Kapillarspalt 3 
vorgebbarer Hone und durch die Vorgabe der Breite der Stege 21 
definierter Breite geschaffen. Bei einer anderen Anordnung der 
Mikroperlen, bspw. mehrere Mikroperlen zuriickgesetzt in einer 
gemeinsamen Kavitat, kann ein solcher Kapillarspalt auch dadurch 
gebildet sein, daB die Tragerplatte 1 im Bereich der Auflage der Stege 21 
und/oder die Stege 21 selbst mit Abstandshaltera definierter Hohe 
versehen sind. 




Zur seitlichen Festlegung der derart gebildeten Kapillarspalte 3 sind die 
Stege 21 durch groBere Ausnehmungen 22 voneinander beabstandet, die 
so bemessen sind, daB in ihnen keine Kapillarkrafte mehr wirken. 
Die Hone des Kapillarspaltes 3, bei dem noch Kapillarkrafte zum 
Transport von Flussigkeiten wirken, hangt von der Oberflachenspannung 
der Materialien fur die Tragerplatte 1 und der Stege 21 und der zum 
Einsatz gelangenden Flussigkeit ab. Bei Verwendung von Materialien wie 
Glas und Metall, zwischen denen ein Spalt gebildet ist, und Wasser als 
Flussigkeit, wirken die Kapillarkrafte bis zu Spalthohen von 500 urn. 
Eine gezielte Hydrophilisierung des Glases und/oder der Metalloberflache 
laBt, bei Verwendung von Wasser, einen Flussigkeitsstrom durch 
Kapillarkrafte auch bei groBeren Abstanden zu. Je nach der zum Einsatz 
gelangenden Syntheseflussigkeit konnen die Stege 21 im Bereich ihrer 
Auflage auf der Tragerplatte mit einer hydrophilen oder hydrophoben 
Oberflache versehen sein, wobei zumindest die Seitwandungen der die 
Stege begrenzenden Ausnehmungen 22 mit einer jeweils entgegengesetzt 
wirkenden Oberflachenbelegung versehen sein sollen. 

Der durch die im Beispiel durch die uberstehenden Mikroperlen 12 
gebildete Kapillarspalt erdffiiet die Moglichkeit, gezielt Flussigkeiten 
entlang des Spaltes flieBen zu lassen. Dabei ist im Beispiel fur die 
Abdeckung 2 eine stnikturierte Deckplatte eingesetzt, die parallele 
Ausnehmungen 22 aufweist. Die Ausnehmungen 22 bewirken eine 
Trennung von zwei zueinander parallel verlaufenden Kapillarspalten. 
Die Befullung der Kapillarspalte kann erfolgen, indem an die Stiraflache 
der Abdeckung, jeweils an den Anfang eines Spalts, Flussigkeit pipettiert 
wird, wie es in Fig. 1 anhand eines Spaltes mittels eines dosierbaren 
Flussigkeitsspenders 4 schematisch angedeutet ist. 

Urn jeden Kapillarspalt mit einer anderen Flussigkeit zu befullen, 
erfordert dies ein sehr sorgfaltiges Pipettieren der Flussigkeiten, urn das 
Vermischen zweier Flussigkeiten zu verhindern. Urn eine gleichzeitige 
und gleichmaBig dosierte Befullung aller Kapillarspalte 3 zu 
gewahrleisten, ist es vorteilhafter, die Flussigkeitszufuhr uber Bohrungen 
13 in der Tragerplatte 1 oder Bohrungen 25 in der Abdeckung 2, die 
jeweils einer Zeile und Spalte der in einer Reihe beflndlichen Kavitaten 
vorgelagert ist, vorzunehmen. Uber mit diesen Bohrungen verbundene 
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schlauchartige Anschlusse 5 oder Adapterstucke erfolgt eine Verbindung 
zu im weiteren nicht naher dargestellten und jeweils einer Zeile oder 
Spalte zugeordneten Fliissigkeitsreservoirs, z.B. einer Spritzenpumpe, 
wobei vorteilhaft vorgesehen ist, alle Flussigkeitreservoirs gemeinsam mit 
einem einheitlichen definierten Druck zu beaufschlagen. Uber solche 
Anbindungen konnen nun wohldosiert Flussigkeiten in die Kapillarspalte 
emgefuhrt werden. Die Pumprate der Spritzenpumpe muB dabei sehr 
genau an die FlieBgeschwindigkeit der Fliissigkeit, getrieben durch die 
Kapfflarkrafte, angepaBt sein, was im Einzelfall experimentell ermittelbar 
ist, urn ein Ubersprechen der Fliissigkeit von einem Kapillarspalt zum 
benachbarten zu vermeiden. 

Wie bereits angedeutet, ist es ebenfalls mdglich, die Befullung der 
Kapillarspalte uber die Deckplatte 2 zu realisieren. Dann sind in der 
Deckplatte, mittig zu den Stegen 21, die Bohrungen fur die Anbindung 
von Schlauche herzustellen. Eine solche Ausfuhrung erlaubt es ebenso, 
anstatt von Schlauchanbindungen einen Adapter fur eine Mikrotiterpiatte 
vorzusehen, und die Befullung der Kapillarspalte durch Ausnutzung von 
hydrostatischen Drackunterschieden zu realisieren. 
Ein Vorteil bei Verwendung von Spritzenpumpen, verknupft mit 
Schlauchanbindungen stellt die Abgeschlossenheit des Systems dar, so 
daB Verdunstungen vermieden werden. Dieses geschlossene System ist 
auch dann von Vorteil, wenn Chemikalien verwendet werden, die nicht 
mit Luft in Beruhrung kommen durfen. 

Mit den beschriebenen Varianten, kann eine Befullung von beliebig 
vielen Zeilen mit Flussigkeiten erfolgen. Derzeitig, in Anpassung an 
vorhandene Mikrotiterplatten, sind mit der beschriebenen Einrichtung 96 
Zeilen gleichzeitig befullbar. Der Anzahl an Zeilen sind dabei jedoch 
keine Grenzen gesetzt, und mit zunehmendem Einsatz von 
mikrotechnischen Bearbeitungsverfahren lassen sich weit mehr als 100 
Zeilen realisieren. 



Figur 2azeigt eine Ausfuhrung der Einrichtung nach Fig. 1 in einer 
vorderen seitlichen Ansicht, dabei ist die Tragerplatte 1 mit Bohrungen 
13 versehen, von denen in Fig. 2a lediglich funf dargestellt sind, an die 
sich schlauchartige Anschlusse 5 anschlieBen, die zu nicht dargestellten 
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™ fit^ ^ aufgenommen, der eine Iaterale Verschiebung parallel 
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die be, geeigneter Porosis bspw. ein ProbenflUssigkeitsvolLn von 
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Die Tragerplatte besttzt im Beispiel aufierdem zweimal 96 
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192 Schlauche fuhren zu den mit Chemikalien gelillten 
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e^e^chTtdL n tT J6We,1S ^ Ch6mikalie beffiUt - Dies »W 
erretcht, mdem das Ende ernes jeden Steges genau fiber einer Bohrung 
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sitzt, aus der die Fliissigkeit in den Kapillarspalt dringt. Die Pumprate, 
gesteuert durch die Spritzenantriebe muB mit der FlieBgeschwindigkeit 
der Fliissigkeit korrelieren, die durch die Kapillarkrafte getrieben wird. 
Bei Verwendung eines etwa 30 \im hohen, 1000 \im breiten 
Kapillarspaltes mit einer Lange von 250 mm dauert ein Befiillvorgang ca. 
3 min. 

Die Tragerplatte 1 befindet sich auf dem Verschiebetisch V, der eine 
Bewegung parallel zu den Stegen 21 ermoglicht. Die Abdeckung soil im 
Beispiel hingegen wahrend der jjesamten Synthese fest arretiert sein. Im 
AnschluB an den ersten Syntheseschritt wird die Tragerplatte 1 unterhalb 
der Abdeckung 2 endang der Stege 21 verschoben. Dabei werden die 
Mikroperlen an dem porosen Abschnitt 23 der Abdeckung 2 
vorbeigefuhrt. Die PorengroBe des porosen Abschnitts muB dabei 
deutiich geringer sein, als der Durchmesser der Mikroperlen. Das porose 
Gebiet saugt die Synthesechemikalien auf und diese werden von dort 
mittels einer unter Unterdruck abreitenden und nicht naher dargestellten 
Vorrichtung ableitet und die Mikroperlen 12 auf diese Weise getrocknet 
Die Tragerplatte 1 wird vollstandig unter der porosen Zone vorbeigefuhrt, 
bis die gesamte Tragerplatte sich im hinteren Bereich der Abdeckung, der 
eine ebene Oberflache gegeben ist, befindet. In diesem Bereich 24 erfolgt 
eine Drehung der Tragerplatte 1 urn 90°, die fur den zweiten 
Syntheseschritt notwendig ist. Dabei wird auch hier die Tragerplatte 1 
mittels eines Drehtischs bewegt, wahrend die Abdeckung fest 
eingespannt bleibt. Nach der Drehung der Tragerplatte 1 erfolgt ein 
Spulen der Mikrosyntheseperlen. Die Spulldsung wird ebenfalls durch 
Kapillarkrafte zu den Perlen transportiert. Ein erneutes Trocknen der 
Perlen erfolgt durch ein Uberstreichen des porosen Abschnitts 23 der 
Abdeckung, wie oben beschrieben. Danach befindet sich die Abdeckung 
2 wieder in einer Syntheseposition. Der zweite Syntheseschritt lauft nun 
in der gleichen Art und Weise ab, die Tragerplatte 1 liegt jedoch urn 90° 
gedreht unter der Deckplatte, und ein weiterer Kopplungsschritt erfolgt. 
Weitere Kopplungsschritte sind in behebiger Anzahl moglich. Nach der 
beschriebenen zweistufigen Synthese sind somit, ausgehend von 96 
Zeilen und 96 Spalten, 9216 verschiedene Kombinationen von zweimal 
96 Substanzen entstanden. Weitere Syntheseschritte, jeweils nach einer 
Drehung der Platten zueinander, sind in beliebiger Anzahl m6glich. Zwei 




der beschriebenen Synthesepositionen sind in Figur 3 am Beispiel von 
sechzehn Zeilen (1 bis 16) und sechzehn Spalten (A bis Q) beispielhaft 
dargestellt. 

Fur die Abdeckung 2 hat sich als besonders vorteilhaft die Verwendung 
von Borofloatglas erwiesen. Um den Fliissigkeitsstrom, der sich in 
genannten KapillarkanaUen ausbildet visueU uberwachen zu konnen 
sollte in jedem Fall ein transparentes Material fur die Abdeckung 2 
gewahlt werden. Das Glas zeichnet sich zudem durch eine hone Ebenheit 
aus, em wichtiges Kriterium fur die Realisierung gleichmaBig dicker 
Kapillarspalte uber eine Lange von 250 mm. In die Abdeckung sind in 
emem ersten Bereich, unter der Voraussetzung von 96 Zeile bzw. 
Spalten, 97 Ausnehmungen 22 mit einem Abstand von 2,25 mm mittels 
Diamantwerkzeugen eingearbeitet. Die Tiefe und Breite einer 
Ausnehmung ist so dimensioniert, daB die Ausnehmung 22 selbst nicht 
mehr als Kapillare wirkt. In der beschriebenen Ausfuhrung sind dafur 
eme Breite von 1000 um und eine Tiefe von 1500 um gewahlt, somit 
bleiben zwischen zwei Ausnehmungen Stege 21 mit einer Breite von 
1,25 mm stehen. Die Verwendung anderer Materialien fur die Abdeckung 
liegt im Rahmen der Erfindung. 

Die oben beschriebene Ausbildung der Abdeckung 2 ist im Sinne der 
Handhabung und der Stabilitat der Einrichtung die vorteilhafteste. Es liegt 
jedoch ebenfaUs im Rahmen der Erfindung, die vorgesehenen Stege 
durch erne parallele Anordnung von Streifen zu realisieren. Hierfur 
werden in Breite und Lange entsprechend dimensionierte einzelne 
Glasstreifen eingesetzt. Die Hohe der Streifen kann dabei behebig 
gewahlt sein und richtet sich nach der erwunschten Stabihtat der 
Emnchtung. Die einzelnen Streifen werden im Abstand der 
Probenaumahmebereiche parallel angeordnet und an ihren Enden durch 
Aufkleben auf einen Tragerstreifen oder eine Tragerplatte zueinander 
fixiert. 



- io-: 




— : .-23.06.98 



9- 



Patentanspriiche 



1 . Einrichtung fur eine nahezu gleichzeitige Synthese einer Vielzahl von 
Proben, beinhaltend eine plane Tragerplatte (1) mit einer Vielzahl von 
Kavitaten (11), welche in einem wiederholenden Raster regelmaBig 
angeordnet sind und welche Mikroperlen (12) aufhehmen, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine abnehmbare Abdeckung (2) vorgesehen ist, 
die mit Stegen (21) versehen ist, welche jeweils mindestens eine einer 
Reihe zugehorige Kavitaten (11) derart uberdecken, daB zwischen den 
Mikroperlen (12) und den Stegen (21) ein Kapillarspalt (3) und 
zwischen benachbarten Stegen (21) jeweils eine groBere Ausnehmung 
(22) verbleibt und den Kapillarspalten (3) jeweils ein dosierbarer 
Flussigkeitsspender (4) zugeordnet ist. 



2. Einrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Abdeckung (2) gebildet ist durch eine transparente Platte, in die 
parallele Vertiefungen zur Bildung der groBeren Ausnehmungen (22) 
eingebracht sind. 

3. Einrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kapillarspalte (3) gebildet sind durch eine Beabstandung von aus den 
Kavitaten (11) herausragenden Mikroperlen (12). 

4. Einrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kapillarspalte (3) gebildet sind durch Abstandshalter auf der 
Tragerplatte (1) und/oder auf den Stegen (21). 

5. Einrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Stege 
(21) im Bereich ihrer Auflage auf der Tragerplatte (1) mit einer 
hydrophilen oder hydrophoben Oberflache versehen sind, wobei 
zumindest die Seitwandungen der die Stege (21) begrenzenden 
Ausnehmungen (22) mit einer jeweils entgegengesetzt wirkenden 
Oberflachenbelegung versehen sind. 




6. Einnchtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Tragerplatte (1) und die Abdeckung (2) zueinander in einer lateral 
verschiebbaren und urn 90° drehbaren Verbindung vermittels einer 
Fuhrung (6) gehaltert sind. 

7. Einnchtung nach Anspruch 1 und 6, dadurch gekennzeichnet daB der 
Abdeckung (2), den Stegen (21) nachgeordnet, ein oder mehrere 
por6se Abschnitte (23) und ein weiterer, die gesamte Tragerplatte (1) 
erfassender planarer Abschnitt (24) zugeordnet sind. 

8. Einnchtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
spaltbezogene Flussigkeitszufuhr fiber Bohrungen (13), die jeweils 
erner Reihe von Kavitaten vorgelagert sind, in der Tragerplatte (1) 
erfolgt. y 

9. Einrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
spaltbezogene Flussigkeitszufuhr uber Bohrungen (25), die jeweils 
einer Reihe von Kavitaten vorgelagert sind, in der Abdeckung (2) 
erfolgt. 

10. Einrichtung nach Anspruch 1 und 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet 
daB genannte Bohrungen (13 oder 25) mit schlauchartigen 
Anschlussen (5) oder Adapterstucken versehen sind, die jeweils mit 
euiem, mit einem deflnierten Druck beaufschlagbaren 
Flussigkeitreservoir (4) in Verbindung stehen. 




R.-G. Pfeiffer 
-Patentanwalt- 



Es folgen vier Blatt Zeichoungen 
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Fig. 3 
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Fig. 4 



